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(54) Titre : PROCEDED DE DOSAGE DU NGF POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO DU CANCER DU SEIN ET UTILISATION 
EN THERAPIE 

(57) Abstract: The invention concerns a method for in vitro diagnosis of breast cancer which consists in determining the presence 
of NGF in a biological sample derived from a patient suspected of suffering from breast cancer. Said method may be used in early 
diagnosis, screening, therapeutic follow-up, prognosis, as well as in diagnosis of relapse in the case of breast cancer. The invention 
also concerns the use of an NGF binding partner or an NGF inhibitor for preparing a medicine, said medicine being in particular useful 
for blocking tumor proliferation and remote dissemination in patients suffering from breast cancer. The invention has diagnostic and 
therapeutic applications. 

(57) Abrege : La pr^sente invention conceme un proc6d6 de diagnostic in vitro du cancer du sein consistant ^ determiner la presence 
de NGF dans un ^chantillon biologique issu d*un patient suspect^ d'etre atteint du cancer du sein, ledit proc^d^ pouvant etre utilise 
tant dans le diagnostic pr^coce, le d^pistage, le suivi thdrapeutique, le pronostic, que dans le diagnostic des rechutes dans le cadre 
du cancer du sein. La pr6sente invention conceme ^galement Tutilisation d'un partenaire de liaison du NGF ou d'un inhibiteur du 
NGF pour la preparation: d'un medicament, ledit medicament etant notanmient utile pour bloquer la proliferation tumoiale et la 
dissemination h. distance chez Tes patients atteints du cancer du sein. 
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PmnM6 de dosage du NGF ymrr le diagn ostic in vitro An cancer du sein et 

iitilisatinn en tfa6rapie 

La pr&eate invention conceme le domaine de la canc6rologie. Plus 
particuUdrement, la pr&ente invention a pow objet «n proc6d6 de diagnostic du cancer 
5 du sein Chez un patient humain par d6tennination de la pr&^ce du facteur de 
croissance nerveux (NGF) dans un 6chantiUon biologique issu de ce patient, ledit 
proc6d6 pouvant gtre utiUs6 tant dans le diagnostic pr6coce, le ddpistage, le suivi 
thdrapeutique, le pronostic, que dans le diagnostic des rechutes dans le cadre du cancer 
du sein. De plus, du fait de la capacit6 des cellules du cancer du sdn k produire du 
10 NGF, la pr6sente invention conceme 6galeinent la th6rapie. 

Chez la fenune, le cancer du sein est la premiere cause de mortalit6 par cancer 
dans les pays industrialis6s. n est estini6 que la taille minimale d'une tumeur reparable 
par mammograpMe est de 1 cm. Les cancers du sein se d6veloppent lentement 
N6amnoins, cette tumeur de petite taille pr6sente un pass6 6volutif de 8 ans en moyenne 
15 lors du diagnostic. L'6tiologie du cancer du sein n'est pas bien d^finie. Des 
predispositions femiUales ont 6t6 mises en evidence. L'Sge est le facteur de risque le 
plus important. Ainsi, le risque augmente de 0,5% par ann6e d'dge dans les pays 
occidentaux. D'autres facteurs de risques sont connus tels que le nombre des grossesses 
et rage de la premise grossesse, I'aUaitement, TSge de la pubert6 et de la menopause, 
20 les traitements oestrog&uques apr^s la survenue de la menopause, le stress et la 
nutrition. 

Le test disponible et utilis6 en d6pistage de masse pour le cancer du sein est une 
tedmique d'imagerie : la mammogt^hie. GrSce k cette technique, la mortaUt6 due aux 
cancers du sein a fortement diminu^ (30% de reduction de mortaUt6), ce qui souUgne 

25 I'importance du d6pistage des tumeurs eo. tenne de sant6 pubUque. N6anmoins, les 
techniques de d6pistage souf&ent d"un certain nombre de handicaps. La mammographie 
n6cessite un mat&iel performant et du personnel qualifi6 ce qui est coftteux dans le 
cadre d'un d^pistage de masse. 

En pratique clinique, la caract6risation d'une tumeur en tenne de malignit6 est 

30 realis6e apr^s sa d6couverte par des m6thodes histologiques dans des laboratoires 
specialises. Un ensemble de parametres tels que la taille de la tumeur, son grade 
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histopathologique, rinflammation associ6e et I'invasion ganglionnaire sent utilises 
pour decider de la th6rapeutique et pour estimer le pronostic de la maladie. 

Des marqueurs qui permettent de distinguer les cellules tumorales des cellules 
saines sont recherch6s et 6tudi6s depuis des anntes pour le cancer du sein. As 
5 pennettraient de diagaostiquer prficocement la maladie, d'en 6tablir le pronostic et la 
sensibilit6 au traitement, et d*en surveiller l'6volution. Jusqu'Jl pr6sent les marqueurs 
candidats qui ont 6t6 identifi6s et etudi6s ont 6t6 des oncogenes, des marqueurs 
tissulaires et des marqueurs assod6s k rangiog6n6se ou aux capacity m6tastatiques de 
la tumeur. Actuellement les marqueurs de cancer du sein identifi6s servent 
10 principalement pour le suivi th6rapeutique. H n'existe pas de test biologique valid6 pour 
le diagnostic prdcoce, ni pour le d^pistage du cancer du sein. Seule la detection des 
r6cepteurs aux oestrogdnes sur le tissu tumoral pennet de determiner si les tumeurs 
seront ou non hormono-sensibles. 

Un nombre limits de marqueurs antigeniques, esi particulier le CA 15-3 
15 (Basuyau, J. P., M. P. Blanc-Vincent, J. M, Bidart, A. Daver, L, Deneux, N. Eche, G. 
Gory-Delabaere, M. F. Pichon, and J. M, Riedinger. 2000. [Standards, Options and 
Recommendations (SOR) for tumor markers in breast cancer. SOR Working Group]. 
Bull Cancer. 87:723-37.) a 6t6 identifi6 dans le cas des cellules mammaires 
canc6reuses. Ce marqueur est utilis6 en pratique courante pour le suivi des patientes, ct 
20 particulier pour la detection de r6cidive, mais, en raison de sa faible sensibilit6, il n'est 
pas propos6 en test de d^istage ni de diagnostic. 

Depuis plusieurs ann^es des travaux portant sur les antigenes associ6s au cancer 
du sein ont 6t6 d6velopp6s non pas pour rechercher des marqueurs, mais pour 
rechercher des dbles pour une immunofh&apie. Ceux-ci vont de la mise en Evidence 
25 d*une inmiunit6 humorale contre les antigdnes T/Tn (Springer, G. F. 1997. 
Inmiunoreactive T and Tn epitopes in cancer diagnosis, prognosis, and immunotherapy. 
J Mol Med. 75:594-602.), jusqu'^t la d6couverte plus r6cente d'anticoips et de r6ponses 
des cellules T dirig6s contre p53 (Qnjatic, S., Z. Cai, M. Viguier, S. C3iouaib, J. G. 
Guillet, and J. Choppin. 1998. Accumvilation of the p53 protein allows recognition by 
30 human CTL of a wild-type p53 epitope presented by breast carcinomas and melanomas. 
J Immunol. 160:328-33) et HER-2/neu (Disis, M. L., and M. A. Cheever. 1997. HER- 
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2/neu protein: a target for antigen-specific immunother^y of human cancer. Adv 

Cancer Res. 71:343-71). 

Phis r6cemment, me s^e de nonveaux antig&ies potentiels a 6t6 mise en 
Evidence par I'^proche SEREX (serological expression cloning), reposant sur la 
5 construction de Ubrairies d'ADNc de cellules tumorales et im screening par le s6rum 
autologue. Un screening s6rologique de Ubrairie de cancer du sein a ainsi permis la 
mise en ^dence de I'antig^ne INGl (Jager, D., E. Slockert, M. J. Scanlan, A. O. Gure, 
E. Jager, A. Knuth, L. J. Old, and Y. T. Chen. 1999. Cancer-testis antigens and INGl 
tumor suppressor gene product are breast cancer antigens: characterization of tissue- 
10 specific INGl transcripts and a homologue gene. Cancer Res. 59:6197-204.), puis d'un 
nouvel antigfene de difterendation NY-BR-1, exprim6 selon les auteurs dans 80% des 
cancers du sem et induisant la production d'anticorps IgG chez les patientes (Jager, D., 
E. Stodcert, A. O. Gure, M. J. Scanlan, J. Katbacfa, E. Jager, A. Knuth, L. J. Old, and Y. 
T. ChcaoL 2001. Identification of a tissue-specific putative transcription fector in breast 
15 tissue by serological soeening of a breast canca: library. Cancer Res. 61 :2055-61). Ce 
type d'approche, qui a prindpalement servi k la redierdie de dbles potentiellement 
utUisables pour le d6veloppement de vacdns, n*exclut pas a priori les antigdnes 
presents dans le tissu normal (c'est le cas de NY-BR-1), ni ceux reconnus par un nombre 
limit6 de s&ums de patientes (2/14 pour INGl), ils ne sont done pas exploitables pour 
20 une strat6gie de d^istage ou de diagnostic precoce. Par la m&ne approche, d'autres 
antig^es induisant une r6ponse immunitaire humorale chez des patientes ont 6t6 
signal^ comme NY-BR-62, NY-BR-85 et la prot6ine D52. Ces antigdnes seraient 
surexprimfe respectivement dans 60%, 90% et 60% des cancers du sein (Scanlan, M. J., 
and D. Jager. 2001. Challenges to the development of antigai-specific breast cancer 
25 vaccines. Breast Cancer Res. 3:95-8.). 

Les ph6nom6nes mol6culaires conduisant au d6veloppement d'un cancer du sem 
impliquCTit des modifications de la structure et de I'expression d'oncog&ies (tel que ras) 
et de gbaes suppresseurs de tumeurs comme p53. La croissance des cellules tumorales 
dans la plupart des cancers du sein est d^pendante des hormones cestrog&iiques 
30 (oBStradiol et progesterone) et de facteurs de croissance qui contr61ent la proliferation, la 
migration et I'apoptose. Ces fecteurs de croissance soit stimulent, soit inhibent la 
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proliftration, migration et difKrentiation des ceUules tumorales de mani^ h. agir de 
concert pour fevoriser la croissance du cancer et les metastases. Par exemple, les 
fecteurs de raoissance de type insuline, le fecteur de croissance de transformation a 
(TGF-a) et les fecteurs de croissance du fibroblaste (FGF) peuvent tous stimuler la 
5 proliferation des cellules du cancer du sein, tandis que rinWbiteur du fecteur de 
croissance derive du sein (MDGI) et le facteur de croissance de transformation p 
(TGF-P) inhibent leur croissance. 

Descamps, S. et al, ont d6montr6 que le facteur de croissance NGF, le premier 
fecteur neuxotrophique d6couvert, ajoute in vitro h des lign6es cellulaires en culture 
10 (NGF exogfene), est potentiellement capfOsle d'activer h. la fois la survie et la 
proliferation des cellules du cancer du sein (1998, J. Biol. Chem., 273(27), 16659- 
16662 et 2001, J. Biol. Oiem., 276(21), 17864-17870). 

Le NGF a isoie k I'origine pour sa c^adt6 k stimuler tant la survie que la 
diCKrentiation des neurones peripheriques, devenant plus tard l'ei6ment archetype de la 
15 famiUe neurotrophique des polypeptides (Levi-Montalcini, R., 1987, Science, 4237, 
1154-1162). Une fonction biologique majeure du NGF est le mainti«i et la survie des 
neurones post-mitotiques, ce qui fait de lui un candidat important pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives. Outre son role dans le developpement et le maintien des 
ceUules neuronales, le NGF a 6galement des efifets sigoificatifs sur les ceUules non 
20 neuronales. Ainsi, par exemple, il est un fecteur de survie autocrine des lymphocytes B 
(Torda, M., et al., 1996, Cell, 85, 345-356). 

Le NGF genere des signaux intracellulaires par interaction avec deux classes de 
recepteur de membrane : le produit proto-oncog6nique de TrkA pl40**^, qui possSde 
une activite tyrosine kinase intrinseque, et un deuxi^me r6cq>teur, p75*"^, qui 
25 appartient k la famille des recepteurs du facteur de ne^ose tumorale (TNF). Dans les 
cellules du cancer du sein, il existe deux voies de signalisation distinctes activees par le 
NGF. L'effet mitogenique necessite le recepteur pl40**^ et la cascade MAP kinase, 
tandis que I'efifet anti-apoptose depend du recepteur p75^ et de I'activation en aval du 
fecteur NF-kB (Descamps, S. et al., 2001, stqjra). Ainsi, pour le diagnostic du cancer 
30 du sdn, certains auteurs se sont toumes vers la detection des r6cepteurs au NGF, 
comme par exemple dans la demande de brevet WO94/06935 qui d6crit un proc6d6 de 
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diagnostic d'un 6tat pr6canc^ux ou cancireux chez un patient par dosage de la 
quantity du r^cepteur p75. 

L'effet biologique puissant du NGF sur les cellules du cancer du sein soul6ve 
6galemient la question de sa distribution dans la glande mammaire et de son engine. On 
5 pense g6n6raleinent que le NGF est produit par des cibles de I'innervation sympathique 
et sensorieUe, bien qu'il n'ait pas a6 trouv6 dans la circulation sanguine (Bonini, S. et 
al ; 1996, Proc, Nati. Acad. Sd. USA, 93, 10955-10960). 

La drananderesse a maintenant mis en 6vidence de fe^on surprenante que les 
celMes du cancer du sein produisent elles-mdmes du NGF, tandis que des cellules 
10 6pith6Uales mammaires normales correspondantes n'en produisent pas, de sorte que le 
NGF pent dtre utilis6 k titre de maiqueur tumoral ou birai k titre de cible th^rapeutique. 

Ainsi, la pr6sence invention a pour premier objet un proc6d6 de diagnostic du 
cancer du sein par determination de la pr6sence de NGF dans des 6diantillons 
biologiques issus de patients suspect6s d'dtre attdnts du canco: du sein. 
15 Le proc6d6 de I'invention permet done de diagnostiqurar le cancer du sein par un 

test simple consistant h. rediercba: la presence de NGF dans un 6diantiUon biologique 
pr61ev6 d'un patient La demandaresse a montr6 de fe9on inattendue que des cellules 
canc6reuses produisaient du NGF, tandis que les cellules correspondantes non 
canc6reuses en 6taient incapables, comma cela sera mis en evidence de fa9on plus 
20 d6taill6e ci-apr6s. Ainsi, la determination de la pr6sence de NGF dans I'echantillon 
permet de conclure k la pathologic redierch6e, Pabsence de NGF permettant de 
conclure k T absence de pathologie. 

On entend par determination de la presence de NGF soit la detection directe du 
NGF, soit la culture de cellules sensibles au NGF, soit la detection de 1' AKNm du NGF 
25 dans rediantillon biologique, ou tout autre procede de determination de la presence 
d*une proteine dans un ecbantillon, coimu de Thomme du m6tier. 

La determination de la presence de NGF par detection directe du NGF constitue 
un mode de realisation particulier de I'invention. 

Par detection directe du NGF, on entend la mise en evidence du NGF lui-meme 
30 dans rechantillon biologique. 

La detection directe du NGF dans rediantillon biologique pent dtre mise en 
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cBUvre par tout moyen comiu de I'homme du metier, comme par exemple par test 
immunologique ou par speclrom^trie de masse, ce qui constitue un mode de r6aUsation 

particulier de rinvention. 

Le test immunologique peut dtre tout test largement connu de I'homme du 
5 m6tier impUquant des reactions immunologiques, k savoir des r6actions entre le NGF et 
un partenaire de liaison sp6dfiqiK du NGF. 

Les partenaires de Uaison sp6cifiques du NGF sont tout partenaire susceptible de 
se Uer au NGF. A titre d'exemple, on peut dter les anticoips, les fractions d'anticorps, 
les r6cepteurs et toute autre prot6iae capable de se Uer au NGF. 
10 Les anticoips partenaires de Haison sont soit des anticorps polyclonaux, soit des 

anticoips monoclonaux. 

Les anticoips polyclonaux peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal 
avec du NGF, suivie de la r6cup6ration des anticoips recherch6s sous foime purifi6e, 
par pr61^ement du s6rum dudit animal, et s6paration desdits anticoips des autres 
15 constituants du s6rum, notamment par diromatographie d'affinit6 sur une colonne sur 
laquelle est fix6e un antigfene sp6cifiquement reconnu par les anticorps, notamment le 
NGF. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus par la technique des 
hybridomes dont le principe g6n6ral est rappel6 ci-apr6s. 
20 Dans un premier temps, on immunise vox animal, g^eralement une souris, (ou 

des cellules en culture dans le cadre d'immunisations in ^ntro) avec du NGF, dont les 
lymphocytes B sont alors capables de produire des anticoips contre ledit antigdne. Ces 
lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionn^s avec des cellules 
my61omateuses "immortelles" (murines dans I'exemple) pour domier lieu i des 
25 hybridomes. A partir du m61ange h6t&og&ie des cellules ainsi obtenu, on efiFectue alors 
une s61ection des cellules capables de jMwduire un anticorps particulier et de se 
multipUer ind6finiment Chaque hybridome est multipU6 sous la forme de clone, chacun 
conduisant k la production d'un anticorps monoclonal dont les propri6t6s de 
recoimaissance vis-^i-vis de I'antigtee tumoral d'interet pourront 6tre test6es par 
exemple en EUSA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en 
immunofluorescence, ou k I'aide d'un biocq)teur. Les anticoips monoclonaux ainsi 



30 
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s61ectioim6s, sont par la suite pvirifi6s notamment selon la technique de 

chromatographie d'affinit6 d6crite ci-dessus. 

Des exemples d'anticorps anti-NGF sont connus et sont disponibles notamment 

dans le catalogue de R&D Systems ou de Santa Cruz. 
5 Les partenaires de liaison sp^cifiques du NGF pourront etre marqu6s pour la 

r6v61ation de la liaison NGF/partenaire de liaison lorsque le partenaire de liaison est 

utilise comme r6actif de d6tection, et done pour la detection directe du NGF dans 

r^hantillon biolo^que. 

Par marquage des partenaires de liaison, on entend la fixation d'un marqueur 
10 capable de g6n6rer directement ou indirectement un signal detectable, Une liste non 

limitative de ces marqueurs consiste en : 

• les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorim6trie, 
fluorescence, luminescence, comme la p6roxydase de raifort, la phosphatase alcaline, 
la a-galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

15 e les chromophores comme les compos6s fluorescents, luminescents, colorants, 

• les molecules radioactives comme le ^^P, le ^^S ou le ^^^I, et 

• les molecules fluorescentes telles que Talexa ou les phycocyanines. 

Des systemes indirects peuvent Stre aussi utilises, comme par exemple des 
ligands capables de reagir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien 

20 connus de Thonune du m6tier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigdne/anticorps, peptide/anticorps, 
sucre/lectine, polynucieotide/compiementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le 
ligand qui porte I'agent de liaison. L'anti-ligand peut etre detectable directement par les 
marqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui-m§me detectable par un 

25 ligand/anti-ligand. 

Ces systemes indirects de detection peuvent conduire, dans certaines conditions, 
h une amplification du signal. Cette technique d' amplification du signal est bien connue 
de I'homme du m6tier, et I'on pourra se reporter aux demandes de brevet anterieurcs 
FR98/10084 ou WO-A-95/08000 de la demanderesse ou k Tarticle J. Histochem. 

30 Cytochem. 45 : 481-491, 1997. 
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Selon le type de marquage du conjugal utilise, rhomme du metier ajoutera des 
r6actifs permettant la visualisation du marquage. 

A tire d'exemple de tests immunologiques tels que d6finis ci-dessus, on peut 
citer les methodes « sandwich » telles qu'ELISA, IRMA et RIA, les m6thodes dites de 
5 comp6tition et les m6thodes d' immunodetection directe comme rimmunohistochimie, 
rimmunocytochimie, le Westem-blot et le Dot-blot. 

La spectrom6trie de masse peut 6galement fitre utiliste pour la detection directe 
du NGF dans r6chantillon biologique. Le principe de la spectrom6trie est largement 
connu de Thomme du m6tier et est decrit par exemple dans Patterson, S., 2000, Mass 
10 spectrometry and proteomics. Physiological Genomics 2, 59-65. 

Pour ce faire, T^chantiUon biologique pr6alablement trait6 ou non est pass6 dans 
un spectrometre de masse et on compare le spectre obtenu avec celui du NGF. Un 
exemple de traitement pr^alable de T^chantillon consiste a le faire passer sur un support 
d'immunocapture, comportant un des partenaires de liaison du NGF, par exemple xm 
15 anticorps dirig6 contre le NGF* 

L'6chantillon biologique utilis6 pour la detection directe du NGF, susceptible de 
contenir du NGF en tant que tel, peut 6tre constitue par du fluide biologique ou un tissu 
provenant de la biopsie de la tumeur ou des metastases du patient consider^. 

A titre de fluide biologique, on peut citer le sang, la moelle osseuse, le lait, le 
20 liquide cephalo-rachidien, les urines et les 6panchements. 

Pour la detection du NGF, le fluide biologique, qui constitue un mode de 
realisation particulier de Tinvention, peut necessiter xm traitement particulier. En effet, 
le fluide biologique peut contenir le NGF en tant que tel, ou bien il peut contenir des 
cellules tumorales circulantes qui contiennent du NGF, et eventuellement des cellules 
25 tumorales circulantes qui sont capables de secreter le NGF. 

Ainsi, selon un mode de realisation de Tinvention, le fluide biologique est 
pr6alablement traite pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans le dit 
fluide. 

Par isoler les cellules tumorales circulantes, on entend obtenir une fraction 
30 cellulaire enrichie en cellules tumorales circulantes. 

Le traitement du fluide pour isoler les cellules tumorales circulantes peut etre 
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effectu6 par tri cellulaire dans un cytomfetre de flux, par enrichissement sur FicoU, par 
enrichissement par billes magn6tiques recouvertes d'anticorps sp6cifiques, ou par toute 
autre m^thode d'enrichissement sp6cifique connue de rhomme du metier. 

Dans le cas du sang ou de la moelle h titre de fluide biologique, les cellules 
5 tumorales drculantes peuvent etre isol6es grace k une technique de separation cellulaire 
sur FicoU associ6e k une deletion des cellules sanguines utilisant des anticorps anti- 
CD45 couples h. des billes magn^iques (Dynal Biotech ASA, Norvfege). 

La detection directe du NGF pent alors 6tre effectu6e directement k partir de 
cellules tumorales circulantes isol6es du fluide biologique, par exemple par maiquage 
10 immunocytodiimique de ces cellules avec un anticorps anti-NQF, apr6s avoir d^pos^ 
les cellules tumorales circulantes sur une lame par cytospin. La detection directe du 
NGF peut 6galement etre efrectu6e directement dans les cellules tumorales circulantes 
en utilisant la m^thode de cytometric de flux telle que d6crite dans Metfeeau P, Ronot 
X, Le Noan-Merdrignac G, Ratinaud MH, La cytometric en flux pour I'etude de la 
15 cellule normale ou pathologique (Tome I), Eds Medsi-MacGrawhill. 

Dans ces conditions, lesdites cellules circulantes peuvent itre traitees dans des 
conditions permettant le blocage du NGF k rinterieur desdites cellules. Un tel 
traitement est decrit par exemple dans Intracellular Flow Cytometry, Applied reagents 
and Techniques, pp 1-21, BD Phaimingen. 
20 La detection du NGF se fait alors apr^ avoir rendu permeable la membrane des 

cellules pour faire rentrer les partenaires de liaison specifique du NGF. 

La detection directe du NGF k partir des cellules circulantes peut egalement fitre 
effectuee k I'aide du proc6de decrit dans la demande de brevet WO03/076942 d6posee 
par Tune des Demanderesses. 
25 La detection directe du NGF dans les cellules tumorales peut encore etre 

effectuee dans le milieu de culture desdites cellules apr6s les avoir cultivees dans des 
conditions telles qu'elles secretent du NGF. 

Ces conditions de culture sont des conditions classiques telles que 37**C sous 
atmosphere humide et k 5% de CO2. 
30 Lorsque rechantillon biologique k tester est du tissu provenant de la biopsie de 

la tumeur ou des metastases du patient, ce qui constitue un mode de realisation 
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particulier de I'invention, la d6tection directe du NGF est efFectu6e directement sur les 
coupes obtenues, sans traitement prealable dudit tissu. 

Un autre mode de detection de la presence du NGF consiste en la culture, en 
presence de r6chantillon biologique, de cellules sensibles au NGF, ce qui constitue un 
5 mode de r^isation particulier de Tinvention. 

Dans ce cas, la detection de la pr6sence du NGF dans un dchantillon biologique 
est mise en 6vidence par la r6action des cellules sensibles au NGF. 

Par cellules sensibles au NGF, on entend toute cellule stimul6e en presence de 
NGF (croissance, apotose, etc.). 
10 A titre de cellules sensibles au NGF, on peut citer les cellules 

ph6ochromocytomes PC12 (Hondemiarck H. et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., 
91:9377-81) et les cellules embryonnaires d'origine neuronale (Hattori A., et al., 1993, 
J. Biol. Chem., 268 :2577-2582). 

L'6chantillon biologique que Ton peut utiliser pour la detection de la presence 
15 du NGF par culture de cellules sensibles au NGF peut etre tout 6chantillon tel que 
ddcrit pr6cMemment. 

Ainsi, rtehantiUon biologique peut etre constitu6 de fluide biologique, le cas 
6ch6ant pr6alablement trait6 pour isoler les cellules tumorales circulantes, elles-m&nes 
pouvant OTSuite etre cultiv6es en conditions telles qu*elles sdcrStent du NGF, comme 
20 d6crit pr6c6denmient. 

Un autre mode de detection de la presence de NGF dans les 6chantillons 
biologiques consiste en la detection de 1* ARNm du NGF dans ledit echantillon, ce qui 
constitue \m autre mode de realisation de Tinvention. 

La detection d'ARNm dans un fehantillon liquide est largement connue de 
25 rhomme du metier. 

Elle peut par exemple €tre mise en oeuvre par des reactions d'hybridation entre 
r ARNm cible et un acide nuclSique capable de liaison avec T ARNm cible. 

On entend par acide nucleique les oligonucl6otides, les acides 
desoxyribonucl^iques et les acides ribonucl^iques, ainsi que leurs d^v&. 
30 Le terme « oligonucl6otide » d^signe un enchainement d'au moins 2 nucleotides 

(d6soxyribonucl6otides ou ribonucleotides, ou les deux), naturels ou modifies. 
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susceptibles de s'hybrider, dans des conditions appropii£es d'hybridation, avec un 
oligonucleotide au moins partiellement compl6mentaire. Par nucltotide modifiS, on 
entend par exemple un nucleotide comportant une base modifiee et/ou comportant une 
modification au niveau de la liaison intemucl6otidique et/ou au niveau du squelette. A 

5 titre d' exemple de base modifi6e, on pent citer Pinosine, la m6thyl-5-desoxycytidine, la 
dim6thylamino-5-d6soxyuridine, la diamino-2,6-purine et la bromo-5-d6soxyuridine. 
Pour illustrer une liaison intOTiucltotidique modifite, on peut mentionner les liaisons 
phosphorothioate, N-alkylphosphoramidate, alkylphosphonate et alkylphosphodiester. 
Les alpha-oligonucleotides tels que ceux d6crits dans FR-A-2 607 507, les LNA tels 

10 que phosphorothioate-LNA and 2'-thio-LNA d6crits dans Bioorganic & Medicinal 
Chemistry Letters, Volume 8, Issue 16, 18 August 1998 ,pages 2219-2222, et les PNA 
qui font Tobjet de Particle de M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc. (1992), 114, 1895- 
1897, sont des exemples d*oligonucl6otides constitues de nucleotides dont le squelette 
est modifi6. 

15 La r6v61ation des reactions d'hybridation peut etre effectuee par marquage des 

acides nucl^iques de liaison, comme illustr6 pr^cedemment 

Avant hybridation avec Tacide nucleique de liaison, TARNm cible peut etre 
extrait par des m6thodes connues de Thomme du m6tier, puis 6v«ituellement amplifie, 
comme par exemple par RT-PCR ou par NASBA (Maleck, L-, et al„ 1994, Methods in 
20 Molecular Biology, 28, ch 36, Ed P.G. Isaac, Humana Press, hic, Totowa, NJ). 

L*6chantillon biologique que Ton peut utiliser pour la detection de la presence 
du NGF par detection d'ARNm du NGF peut etre tout 6chantillon tel que d6crit 
pr6cedemment. 

Ainsi, Techantillon biologique peut etre constitu6 de tissu issu de biopsie de 
25 tumeur ou de m6tastase, ou bien de fluide biologique, le cas echeant pr6alablement 
traite pour isoler les cellules tumorales circulantes, comme dterit pr6c6demment. 

Le proc6d6 de I'invention peut etre utiUse tant pour le diagnostic precoce, que 
pour le d6pistage, le sxiivi th6rapeutique, le pronostic et le diagnostic des rechutes dans 
le cadre du cancer du sein puisque seules les cellules canc^euses produisent du NGF et 
30 que cette production est fonction du grade du cancer. 

Ainsi, un autre objet de Tinvention consiste en Tutilisation du proc6d6 de 
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rinvention dans le diagnostic pr6coce, le ddpistage, le suivi th^rapeutique, le pronostic 
et le diagnostic des rechutes dans le cadre du cancer du sein. 

Outre un role de marqueur tumoral, le NGF pent 6galement avoir un role de 
cible th^rapeutique. En effet, du fait de la capacity des cellules du cancer du sein k 
5 produire du NGF, tandis que les cellules nonnales n'en produisent pas, la prolif6ration 
tumorale et la dissemination h distance des cellules du cancer du sein peuvent etre 
bloqu6es par \m partenaire de liaison du NGF susceptible de bloquer la proliferation 
cellulaire ou par un inhibiteur du NGF. 

Les partenaires de liaison du NGF et les inhibiteurs du NGF peuvent done 6tre 
10 utilises comme medicaments. 

Ainsi, la pr6sente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un partenaire 
de liaison du NGF ou d'un inhibiteur du NGF pour la preparation d'un medicament, 
etant entendu que, dans le cadre du cancer, les partenaires de liaison du NGF ne sont 
pas des r6cepteurs pour le NGF ou des fragments actifs de ces r6cepteurs. 
15 Selon un mode de realisation particulier de ^invention, ledit medicament est 

utile pour bloquer la proliferation tumorale et la dissemination a distance chez les 
patients atteints du cancer du sein. 

Les compositions pharmaceutiques comprenant k titre de principe actif au moins 
un partenaire de liaison du NGF ou un inhibiteur du NGF, 6ventuellement en 
20 association avec un excipient pharmaceutiquement acceptable, sont egalement incluses 
dans rinvention, etant entendu que, dans le cadre du cancer, les partenaires de liaison 
du NGF ne sont pas des recepteurs pour le NGF ou des fragments actifs de ces 
recepteurs. 

Les compositions pharmaceutiques utiles centre le cancer du sein comprennent, 
25 k titre de principe actif, au moins un partenaire de liaison du NGF susceptible de 
bloquer la proliferation tumorale cellulaire ou un inhibiteur du NGF. 

Les partenaires de liaison du NGF specifiques appropries k titre de principe actif 
sont notamment tels que definis precedenunent dans les tests immunologiques et 
peuvent etre tout autre partenaire connu de Thomme du metier capable de bloquer la 
30 proliferation tumorale. Selon un mode de realisation particulier, le partenaire specifique 
susceptible de bloquer la proliferation de cellules de cancer du sein est un anticorps 
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anti-NGF. 

Par inhibiteur du NGF, on entend les inhibiteurs directs du NOP, c'est-i-diie les 
inhibiteurs bloquant ractivit6 biologique de la prot6ine, les inhibiteurs des voies 
d'exocytose du NGF, les inhibiteurs de TARNm du NGF et les inhibiteurs du gtee 

5 codant pour le NGF. 

A titre d'inhibiteur direct du NGF, on peut citer r inhibiteur K-252a (Tapley, P., 

et al., 1992, Oncogene 7, 371-381). 

Les inhibiteurs des voies d'exocytose des protdines et en particxilier du NGF 
sont largement connus de rhomme du metier. 

10 A titre d'inhibiteur de I'ARNm du NGF, on peut utiliser un fragment 

synth6tique de cet ARNm. En effet, la technologic du ARN interference est bas6e sur 
Tutilisation d*un oligonucleotide ARN double brin correspondant k une courte s6quence 
de TARNm cellulaire a inhiber. Cet oligonucleotide en duplex (introduit ou non dans un 
plasmide), aprds entree dans la cellule, est pris en charge par le systdme enzymatique 

15 Dicer/Risc, ce qui va entrainer la degradation de TARNm cellulaire correspondant 
(Dykxhoom D et al., 2003, Nature Reviews, voL 4, p457-467). 

A titre d'inhibiteur du gtee codant pour le NGF, on peut citer un 
oUgonucieotide anti-sens du NGF. Cet oligonucleotide peut dtre facilement pr^are par 
Phomme du metier. 

20 Pour cibler Paction therapeutique des partenaires de liaison du NGF ou des 

difF6rents inhibiteurs, ces demiers peuvent 6tre mis en conditions telles qu'ils pen6trent 
specifiquement dans les cellules d'interet, telles que les cellules tumorales, ce qui 
constitue un autre mode de realisation de Pinvention. 

A cet effet, ils peuvent par exemple etre fix6s k un partenaire qui permet une 

25 telle penetration, conmie par exemple une molecule porteuse, un polymfere tel que les 
polymeres utilises en therapie genique ou bien un vecteur viral tel que les adenovirus et 
les poxvirus, egalement utilises en therapie genique. 

Par exemple, dans le cadre du cancer du sein, la molecule porteuse peut Stre un 
anticoips anti-MUCl ou un antioorps anti-cellule epitheiiale, ou bien encore un 

30 anticorps anti-HER-2/neu. 
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De pr6f6rence, lorsque la composition pharaiaceutique comprend k titre de 
principe actif un partenaire de liaison du NGF ou un inhibiteur du NGF tel qu'un 
ihnibiteur direct ou un inhibiteur des voies d'exocytose du NGF, ces demiers sont mis 
en conditions telles qu^ls p6n6trent sp6cifiquement dans les cellules tumorales 
5 d'int6ret, les inhibiteurs de r ARNm du NGF et les inhibiteurs du g6ne codant pour le 
NGF ayant la capacity de p6n6trer naturellement dans lesdites cellxiles. 

La quantit6 et la nature de I'excipient peuvent 6tre facilement d6termin6es par 
rhomme du metier. EUes sont choisies selon la forme pharmaceutique et le mode 
d' administration souhaitSs. 
10 Dans les compositions pharmaceutiques de I'invention pour I'administration 

orale, sublinguale, sous-cutan6e, intramusculaire, intratumorale, intraveineuse, topique, 
locale, intratracheale, intranasale, transdermique, rectale, intraoculaire, intra-auriculaire, 
ledit principe actif pouvant etre adnunistr6 sous forme unitaire d'administration. 

Les formes unitaires d' administration peuvent etre par exemple des comprim6s, 
15 des g61ules, des granules, des poudres, des solutions ou suspensions orales injectables, 
des timbres transdemiiques (« patch »), des formes d'administration sublinguale, 
buccale, intratrach6ale, intraoculaire, intranasale, intra-auriculaire, par inhalation, des 
formes d'admmistration topique^ transdermique, sous-cutan6e, intramusculaire, 
intratumorale ou intraveineuse, des formes d'administration rectale ou des implants. 
20 Pour Tadministration topique, on pent envisager des crdmes, gels, pommades, lotions 
ou coUyres. 

Ces formes gal6niques sont pr6parees selon les m6thodes usuelles des domaines 
consid6r6s. 

Lesdites formes unitaires sont dos6es pour permettre \me administration 
25 joumali&re de 0,001 a 10 mg de principe actif par kg de poids corporel, selon la forme 
gal^que. 

n peut y avoir des cas particuliers oil des dosages plus 61ev6s ou plus faibles 
sont approprife ; de tels dosages ne sortent pas du cadre de Tinvention. Selon la 
pratique habituelle, le dosage appropri6 k chaque patient est d6termin6 par le m6decin 
30 selon le mode d'administration, le poids et la r^onse du patient. 
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Selon un autre mode de r6alisation, la pr6sente invention conceme 6galement 
xme m6thode de traitement du cancer du sein qui comprend 1' administration, a un 
patient, d'une dose efficace d*un partenaire de liaison du NGF ou d'un inhibiteur du 
NGF. 

5 L'invention sera mieux comprise k Taide des exemples suivants donnes k titre 

iUustratif et non limitatif; ainsi qn'k T aide des figures 1 k 5 annex6es, sur lesquelles : 
- la figure 1 conceme des repr6sentations graphiques relatives k la mise en Evidence de 
r expression du NGF dans des cellules canc6reuses, dans laquelle : 

• la figure lA repr6sente un gel d'61ectrophor6se mettant en 6vidence, apr^s RT- 
10 PGR, la s6cr6tion du NGF par les cellules canc6reuses MCF-7, T47D, MDA- 

MB-23 1 et BT20 et par les cellules de la glande submaxillaire k titre de t6moin, 
ainsi que Tabsence d'lme telle s6cr6tion par les cellules nomiales NBEC 
(Normal Breast Epithelial Cells), 

• la figure IB rq)r6sente un gel d*61ectrophorese mettant en Evidence, apres 
15 immunoblotting, la s6cr6tion du NGF par les cellules canc6reuses MCF-7, 

T47D, MDA-MB-231 et BT20 et par les cellules de la glande submaxillaire, 
ainsi que I'absence d*une telle s6cretion par les cellules NBEC, et 

• la figure IC est un graphe donnant la quantity de NGF stoSt^e en fonction des 
cellules testees par ELISA, k savoir les cellules canc6reuses MCF-7, T47D, 

20 MDA-MB-231 et BT20, les cellules de la glande submaxillaire et les cellxiles 

NBEC, 

- la figure 2 conceme des representations sur la coculture de cellules canc6reuses et de 
cellules sensibles au NGF, dans laquelle : 

• la figure 2A repr6sente le schema experimental de coculture des cellules PCI 2 
25 (1 ) se d^veloppant en presence de NGF et de cellules canc6reuses (2), et 

• la figure 2B est constitute de photographies repr6sentant la culture de cellules 
PC12 k titre de t6moin (photo 2), la diff6renciation des cellules PC 12 sous 
I'influence du NGF (photo 3), la coculture de cellules sensibles au NGF en 
presence de cellules cancereuses MCF-7 (photo 4), la culture de cellules 

30 canc6reuses MCF-7 en presence d*un anticorps anti-NGF (photo 5), la culture 
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de cellules canc6reuses MCF-7 en presence de Tinhibiteur K2S2a (photo 6), et 
la culture de cellules mammaires normales NBEC (photo 7) 

- la figure 3 repr6sente des photographies d'immunocytochimie mettant en evidence 
Texpression de NGF par immunodetection dans du tissu issu de biopsie, dans laquelle 

5 les photos A et B concement le tissu normal, respectivement avec ou sans marquage au 
NGF, les photos Ck¥ concemant le tissu canc6reux, les photos C et E concemant les 
coupes sans marquage au NGF (contrdle n6gatif) et les photos D et F concemant les 
coupes avec marquage au NGF, 

- la figure 4 est relative k des graphes mettant en evidence Tinfluence d*un partenaire de 
10 liaison susceptible de bloquer la proliferation des cellules du cancer du sein sur la 

croissance cellulaire, dans laquelle : 

• la figure 4A repr6sente un graphe montrant la croissance des cellules MCF-7 en 
nombre de cellules (10"^ cellules/disque de 35 mm), soit sans agent de blocage 
de la proliferation tumorale a titre de temoin, soit en pr6sence de Tanticorps 

1 5 anti-NGF MAB-256, soit en presence de I'mhibiteur K-252a, et 

• les figures 4B et 4C repr&entent des graphes donnant le nombre de cellules 
MCF-7 en fonction de la dose de Tanticorps MAB-256 (figure 4B) ou de la dose 
de I'inhibiteur K-252a (figure 4C) et 

- la figure 5 donne des graphes mettant en Evidence Tinfluence d'un anticorps anti- 
20 NGF, en fonction du temps, sur le volxmie tumoral (figure 5A), sur la masse tumorale 

(figure 5B) et sur le nombre de metastases h6patiques (figure 5C) de cellules de cancer 
du sein de souris. 

Exemole 1 : Mise en Evidence de Pexpressioii du NGF da ns des cellules du cancer 
25 du sein par RT-PCR 

1,1 Cellules testtes 

On a test6 4 lign^es de cellules de cancer du sein humain, k savoir les cellules 
MCF-7, T47D, MDA-MB-231 et BT20, obtenues auprds de la collection ATCC 
(Rockville, MD) sous les numeros HTB-22, HTB-133, HTB-26 et HTB-29, 
30 respectivement. 
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Ces cellules ont 6t6 maintenues dans du milieu essentiel minimal (sel de Earle, 
BioWhittaker, Belgique) suppl6mente avec de r HEPES 20 mM, 2 g/1 de bicarbonate de 
sodium, 2 mM de L-glutamine, 10% de s6rum de veau foetal (FCS), 100 unit6s/ml de 
p6nicilline-streptomycine, 50 ng/ml de gentamycine, 1% d'acides amines non essentiels 

5 et S (ig/ml d'insuline. 

A titre de comparaison, on a test6 des cellules 6pith61iales du sein noraiales 
(NBEC) obtenues auprds du D6partement de Chirurgie Plastique de l'Universit6 
M6dicale de Lille (Pr. Pellerin, France) qu'on a cultiv6es dans du milieu DMEM/F12 
(1/1) (BioWhittaker) contenant 5% de FCS, lOUI/ml d'insuline, 5 de Cortisol, 

10 2 ng/ml de EGF, 100 ng/ml de toxine de chol6ra, 100 ng/ml de penicilline et 45 ^ig/ml 
de gentamycine (milieu Bl). Lorsque les cellules ont approche la confluence, on les a 
placees dans le mfime milieu, k ceci pr6s qu'on a r6duit la concentration en calcium k 
20^M. 

On a ^galement utilise les cellules de glande submaxillaire humaine, obtenues h 
1 5 partir de r6sidus de dissection hospitaliers, comme source connue de NGF. 
1.2RT-PCR 

On a isol6 TARN total des lignees de cellules canc6reuses, des cellules NBEC et 
de la glande submaxillaire humaine (20 mg de poids) en utilisant le kit Rneasy mini 
(Qiagen, France). On a mis en oeuvre la rupture et Thomog^neisation de la glande 
20 submaxillaire en utilisant un homog6neisateur Rotor-Stator (Bribolyser, Hybaid). 

On a quantifi6 la quantite d'ARN extrait en mesurant Tabsoibance k 260 nm et 
on a recherch6 la puret6 de TARN par le rapport d'absorbance a 260 mn et i 280 nm. 
On a confirm6 1'absence de degradation de TARN par electrophor6se de 1' ARN sur un 
gel d'agarose k 1,5% contenant du bromure d'6fhidium. 
25 On a r6alis6 la transcriptase inverse (RT) en ajoutant un m61ange r6actionnel 

contenant 2 g d'ARNm total purifi6, IX tampon de reaction, 10 mM de DTT, 400 mM 
de dNTP chacun, 2,5 M d'oligo(dT), 40 unit6s de Rnasine et 200 unites de transcriptase 
inverse de virus de la leuc6mie murine Moloney a 25 jil de volume r6actionnel total. 
Toutes les reactions ont et6 incub6es a 3TC pendant 1 h, puis inactivtes k 95''C 
30 pendant 5 min. 
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La PGR a 6t6 mise en oeuvre sur les ADNc aprfes RT ou sur les 6chantillons 
d' ARN sans T^tape de RT poxir les controles nSgatifs comme suit : 

A des tubes de PGR, on a ajout6 5 ^l de tampon PGR (200 mM de Tris-HGl, pH 
8,4, 500 mM KGl), 10 \xl de 15 mM MgGh, 1 ml de 10 mM dNTP mix, 1 \x\ d'ADNc 
ou d* ARNm total (pour le contrSle n6gatif), 1 nl de 50 mM des sondes pour le g6ne ngf 
indiqu6es ci-dessous, 1 jil de 2.5 unit6s/^l d' ADN polymerase Taq et de Teau jusqu'i 
un volume total de 50 ^1. 

Sonde sens : 5'-GACAGTGTGAGCGTGTGGGTT-3' 
Sonde antisens : 5'-CCCAACACCATCACCTCCTT-3^ 

Les conditions de PGR 6taient les suivantes : apres traitement k 95*'C pendant 
3 min pour denaturer 1' ADNc, on a effectue 30 cycles k 94°C pendant 1 min, 57^G 
pendant 2 min et 72*'C pendant 3 min. On a ensuite incub6 les tubes de PGR pour 
10 min suppl6mentaires i 72*'C pour Pextension des fragments d'ADNc aprfes le cycle 
final. 

La visualisation du mat6riel amplifie sous lumi^re UV par coloration au 
bromure d'6thidium apr6s electrophor^se sur gel d'agarose est representee sur la figure 
1 A. Gette figure montre un produit de transcription du ngf de 74 pdb pour les cellules 
epitheiiales canc6rexxses et les cellules de la glande submaxillaire (temoin positif), alors 
que ce produit n'est pas d6tecte poxir les cellules NBEG. 

Ge test permet done de mettre en Evidence que les cellules canc6reuses s6cretent 
du NGF, tandis que les cellules epith61iales correspondantes non canc6reuses n'en 
s^crdtent pas. 

Exempie 2 ; Mise en Evidence de Fexpression du NGF dans des ccUnlcs du cancer 
du sein p»y liniti ttnoblotting 

2.1 Gellules test6es 

Les cellules test6es sont celles indiqudes dans le point 1.1 ci-dessus. 
2>2 hnmunoblotting 

Les cellules subconfluentes, cultiv6es comme indique dans le point LI ci- 
dessus, ont 6t6 rinc6es et plac6es dans un milieu sans s6rum contenant de la fibronectine 
et de la transferrine pendant 24 h. Aprds les avoir priv6es de nutriments, les cellxiles ont 
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6t6 collect6es par raclage dans du tampon PBS (solution saline tamponn6e au 
phosphate) et on les a soumises k une centrifugation (lOOOxg, 5 min). 

On a trait6 le culot avec du tampon de lyse (10% SDS, 0,5% de p- 
mercapto6thanoU 0,5M Tris HCl pH 6,8, 25% glycerol, 0,5%) et on a mis i bouiUir 
5 5minai00°a 

Aprfes centrifugation (lOOOxg, 5 min), on a recherch6 les prot6ines des 
sumageants en utilisant les tests de d6teraunation de prot6ines de Bio Rad. 

On a soumis k SDS-PAGE les lysats provenant de chaque lign6e cellulaire et de 
la glande submaxillaire, on les a transf6r6s sur une membrane de nitrocellulose par 
10 61ectroblotting (200 mA, 45 min). 

On a ensuite test6 chaque membrane avec un anticorps polyclonal de lapin anti- 
NGF (sc-548, Santa Cruz Biotechnology, Tebu, France) k 4^*0 toute la nuit. On a rinc6 
chaque membrane k trois reprises avec du tampon TBS-T, puis on les a incubees k 
temperature ambiante pendant 2 h avec un anticorps anti-inMUunoglobuline de lapin 
15 coupl6 k la peroxydase de raifort (Molecular Probes), On a rinc6 chaque membrane k 
quatre reprises avec du tampon TBS-T et on a r6v616 la reaction en utilisant le kit de 
chimioluminescCTce ECL (Amersham Pharmacia Biotech) avec le film AR X-Omat de 
Kodak. 

L^-encore, comme repr6sent6 sur la figure IB, du NGF a 6t6 d^tecte avec les 
20 cellules canc6reuses et la glande submaxillaire (bande i 14 kDa), tandis que cette bande 
6tait absente pour les cellules non canc6reuses. 

Ce r6sultat confirme celui de Texemple 1. 
Exemole 3 ; Mise en Evidence de Fexpression du NGF dans des ce llules du cancer 
dtt sein oar ELIS A 
25 3.1 Cellules testees 

Les cellules test6es sont celles indiqu6es dans le point 1.1 ci-dessus. 
3.2 ELISA 

Pour ce test, on a utilise un test k deux sites pour du p-NGF hxmiain. En r^um6, 
on a revetu des immunoplaques de 1 \xg/m\ d'anticorps monoclonal de capture (R&D 
30 Systems, UK) dilue dans un tampon de dilution (0,1% BSA, 0,005% Tween 20 dans 
une solution saline tamponnte au Tris pH 7,3). On a revdtu les puits contrdles de la 
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m&ne quantity d'IgG de souris (R&D Systems). Chaque puits a xeqa 100 )xl de cette 
dilution et les plaques ont 6t6 scelltes et incub6es k la temperature ambiante, toute la 
nuit. 

On a lav6 les puits k trois reprises avec 400 |li1 de PBS, pH 7,4, contenant 0,05% 
5 de Tween 20. On a ensuite bloqu6 les plaques a la temperature ambiante en utilisant I % 
de s6rum albumine bovine, 5% de saccharose et 0,005% de NaNa dans le meme 
tampon. 

Aprds 2 h, on a lav6 chaque puits, on a appliqu6 des dilutions de produits 
inconnus et standards dans un volume de 100 et on a recouvert les plaques d'une 
10 bande adhesive et on les a incubees k temperature ambiante toute la nuit. 

On a utilise du P-NGF humain (R&D Systems) comme echantillon standard k 
raison de 0,25 a 8 ng/ml dans 100 nl du tampon de dilution. 

On a ensuite lave les plaques de fa^on extensive et on a ajout6 Tanticorps de 
detection IgG de chevre sp6cifique anti-P-NGF humain (BAF-256, R&D Systems) k 
15 raison de 50 ng/ml avant incubation pendant 2 h i temperature ambiante. 

Aprds incubation, on a lave les immxmoplaques k trois reprises avec du tampon 
de lavage et on a ajoute 100 |al de streptavidine/peroxydase de raifort pour une 
incubation de 20 min k la temperature ambiante. 

La reaction a commence par ajout de 100 \x\ d'une solution substrat pendant 
20 30 min d'incubation k la temperature ambiante et a Tobscurite. 

Apres cette duree, on a ajoute 50 jil d*une solution stop (H2SO4 IM) dans 
chaque puits. On a detemiine la densite optique en 30 min en utihsant un ensemble de 
lecture de microplaque k 595 ou 450 nm. 

Les resultats de densite optique (moyenne de 3 tests independants) sont donnes 
25 sur la figure IC. lis mettent en evidence un niveau similaire de NGF dans toutes les 
lignees de cellules du cancer du sein testees. 
Exemple 4 : Culture de cellules sensibles au NGF 

Pour ce faire, on a cocultive des cellules qui se developpent en presence de 
NGF, k savoir les cellules PC12, avec des cellules de cancer du sein MCF-7, telles que 
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d6crites dans le point 1.1 ci-dessus, ou bien avec des cellules NBEC, telles que d^tes 
dans le point 1.1 ci-dessus, k titre de t6moin. 

Les cellules PC12 ont 6t6 cultiv6es au pr6alable k 37°C dans une atmosphdre 4 
5% de CO2, dans du milieu essentiel minimal modifie de Dulbecco (DMEM) 
5 supplements avec 3 g/1 de bicarbonate de sodium, 4 mM de L-glutamine, 10% de s6rum 
de veau foetal, 5% de s6rum de cheval et 100 unit6s/ml de p6nicilline/streptomycine. 

La coculture a 6t€ r6alis6e avec des plaques de polycarbonate trait6e a la culture 
tissulaire Transwell® (12 mm de diamStre et 12 jim de taille de pore). Une p6riode 
d'6quilibre initial a ^6 observSe en ajoutant les milieux au puits central de la plaque, 
10 puis a rinsert du Transwell®, operation suivie d'une incubation k 37®C pendant 3 h. 

Les cellules PC 12 ont ete ensemenc6es dans des plaques 12 puits revetues de 
coUagdne pendant 24 h pour assurer une fixation correcte aux plaques de culture. On a 
ensemenc6 les cellules MCF-7 ou NCBE k rint6rieur de Tinsert du Transwell®, 
correspondant au compartiment sup6rieur dans le milieu complet pendant 24 h. 
15 AprSs ce temps, on a rinc6 chaque lignee cellulaire k trois reprises avec un 

milieu d^ue de s&rum et on les a incub6es dans un milieu de retrait. Dans les 
exp^ences t^moins, le milieu a 6t& supplements avec du milieu contenant soit du 
NGF, soit un inhibiteur de TactivitS tyrosine kinase trk (K-252-a, Calbiochem, France), 
soit de Tanticorps monoclonal de souris anti-P-NGF humain (MAB-256, R&D 
20 Systems). 

La coculture a 6t6 r6alisee pendant 48h. Apr^s ce d61ai, les cellules PC 12 ont 6t6 
fixtes avec du m6thanol froid (-20''C) pendant 20 min, puis lav6es avec une solution 
saline tampoimSe au phosphate (PBS) avant assemblage avec des lamelles couvre-objet 
et du Glycergel (Dako, France). 
25 On a comptS le pourcentage de cellules portant des neurites dSfinies comme des 

cellules avec un ou plusieurs prolongements neuritiques ayant au moins deux fois la 
longueur du corps de la cellule. On a 6galement pris des photomicrographies k Taide 
d*\m microscope k contraste de phase supplements avec une cam^a digitale optique 
Olympus. 

30 Les rSsultats sont donnas sxir la figure 2, sur laquelle : 
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- la figure 2A montre le sch&na exp6rimental oii (2) correspond aux cellules 
cancereuses ou non canc6reuses et (1) correspond aux cellules PCI 2, 

- la figure 2B donnent des photographies ou : 

• les photos 2 et 3 montrent la culture des cellules PCI 2 k titre de t6moin, 
5 respectivement sans NGF et en pr&ence du NGF oil on observe alors un 

d^eloppement de neurites dO k la diffiferenciation, 

• la photo 4, qui conceme la coculture des cellules MCF-7 et PC12, montre que 
les cellules PC12 se sont diff&enci6es aprbs 48 h de culture, 

• la photo 5, qui conceme la coculture des ceUules MCF-7 et PC12 en presence de 
0 I'anticorps anti-NGF, montre une inhibition forte de la difF&enciation des 

cellules PCI 2 du fait de I'anticorps, 

• la photo 6, qui conceme la coculture des cellules MCF-7 et PC12 en presence de 
I'inhibiteur K-252a, montre une inhibition forte de la diff6renciation des cellules 
PC12 du fait de I'inhibiteur, et 

15 • la photo 7, qui conceme la coculture des cellules normales ISfBEC et PC12, met 
en ^dence I'absence de diff^nciation des cellules PCI 2. 
ir^^m pio ^ '. Imnmnohistochimie pour la detection d u NGF dans les bioDStes de 
cancer de sein 

5.1 Pr616vement et fixation des biopsies 

20 Imm6diatement aprds operation, les biopsies de tissu de cancer du sein humain 

ou de tissu sain non canc6reux (t6moin) ont 6t6 fix6es par une solution de formol k 10% 
pendant 24 heures. Aprds d6shydratation par des bains alcooliques croissants (30 k 
100%), les ^hantillons ont 6t6 inclus dans la paraffine. Les coupes ont 6t6 r6alis6es k 
I'aide d'un microtome (coupe fine de 5 micrometres), puis fix6es sur des lames 

25 revfitues du 3-aminopropyltri6thoxysilane (TESPA, Dako France). 

5.2 D6parafiSnage des lames 

On a d^aiafiin6 les lames en tronpant les lames dans des bains selon le mode 
operatoire suivant : 

- 2 bains de toludne (10 min), 

30 - 1 bain d'alcool k 1 00% (10 min), 

- 1 bain d'alcool a 95% (10 min). 
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- 1 bain d'alcool a 70% (10 min), 
- 1 bain d'eau (10 min). 

On a ensviite conserv6 les lames k +4°C. 

5.3 Marquaee du NGF 

5 On a rinc6 les coupes avec du TBS-Tween 0,1% (TBS : 17,54 g de NaCl, 2,42 g 

de Trisbase, qsp 2 litres d*eau, pH 7,4) pendant 10 min sous agitation. On a reactive les 
antigdnes par du tampon citrate 0,01M (1,05 g d'acide citrique monohydrat6, qsp 
500 ml d'eau distill6e, pH 6 (NaOH)) 2 fois 5 min dans un bain marie k 95**C. On a 
proc6d6 h une incubation des lames 5 min sous agitation dans 3% d'eau oxyg6n6e/TBS. 
10 On a satur6 les lames pendant une heure k temperature ambiante dans du TBS/3% BSA. 

On a ensuite proced6 k ime incubation des lames 2 h ^ tanp6rature ambiante en 
chambre humide avec 80 ^1 d'anticorps primaire anti-NGF (Santa Cruz, Tebu France) 
dilu6 au 1/50 dans du TBS/3% de BSA. On les a lav6es k 3 reprises dans du 
TBS/Tween pendant 5 min sous agitation. 
15 On a ensuite proc6d6 k une nouvelle incubation des lames 2 h ii temperature 

ambiante en chambre humide avec 80 ^l d'anticorps secondaire de singe anti-IgQ de 
lapin, ledit anticorps ayant 6t6 lie k la peroxydase de raifort (Jackson Laboratories, US), 
dilu6 au 1/100 dans du TBS/3% de BSA. 

On a lave les lames k trois reprises dans du TBS/Tween pendant 5 min sous 
20 agitation, on les a rincees k trois reprises avec du PBS pendant 5 min sous agitation, on 
les a s6chees, puis on les a incubees pendant 10 min avec 100 |il de DAB (sigma fast 
3,3-diaminoben2idine ; 1 pastille de DAB + 1 pastille d'urte H202 dans 1 ml d'eau). 

On a v6rifi6 la coloration sous microscope et on a arr6t6 dans un bain de PBS. 
On a effectu6 une contre coloration pour visualiser les structures manraiaires en 
25 plongeant dans I'h&natoxyline de Harris en solution modifi^e (Sigma) pendant 4 s. On 
a rinc6 dans de I'eau basique, puis dans un bain de PBS. 

On a mont6 la lame sur glycergel chaufFd au bain-marie 50**C. 
On a photographic les lames par rinterm6diaire d'une loupe binoculaire (Zeiss). 
Les photos d'immunohistochimie des coupes ainsi obtenues sont representees 
30 sur la figure 3. Les photos A et B concement le tissu normal, respectivement avec ou 
sans marquage au NGF. Les photos CkF concement le tissu canc6reux, les photos C et 



wo 2004/040312 



>CT/FR2003/003193 



24 

E concemant les coupes sans maiquage au NGF (contrdle n6gatif) et les photos D et F 
concemant les coupes avec marquage au NGF. La barre de calibration repr6sente 250 
micrometres pour les photos A, B, E et F ou 600 microm^es pour les photos C et D. 

Les r6sultats montrent clairement que le NGF est d6tect6 par 
5 inununohistochimie sur des lames de biopsie dans les cellules 6pith61iales de cancer du 
sein, mais pas dans les cellules 6pith61iales mammaires normales (cellules 6pith61iales 
marquees par I'anticorps anti-NGF, et de ce fait colortes, au sein des glandes 
mammaires tumorales en D et F par rapport i C et E, et non dans les glandes 
mammaires normales en B par rapport h A). 
10 Exemole 6 : Detection du NGF dans les ceUnles ♦nmnmles par cvtom6trie en flm 
On a d6coll6 les cellules MCF-7 en raclant le fond de la boite de culture. On a 
ensuite ajout6 100^1 de fixateur (Coulter) avec une incubation de 15 minutes k 
temperature ambiante. On a ensuite lav6 les cellules k trois reprises avec du PBS et on a 
centrifuge k 1900 tr/min pendant 5 minutes. 
15 On a ajoute 100 nl de parmeabilisateur (Coulter), puis incub6 5 minutes k 

temperature ambiante. 

On a ajoute 20 \il de I'anticoips monoclonal de souris anti-NGF non marque 
(R&D system, dilue au 100*""), puis on a incube 15 minutes k temperature ambiante. 

On a ensuite lave les cellules k trois reprises avec du PBS et centrifuge 1900 
20 tr/min pendant 5 minutes. 

On a ajoute 20^1 du 2*^ anticorps anti-souris marque FITC (R&D system, dilue 
au 1/50*"®) puis incube 15 minutes k temperature ambiante et dans I'obscurite. 

On a ensuite lave les cellules k trois reprises avec du PBS et centrifuge 1900 
tr/min pendant 5 minutes. 
25 Les cellules ont ete reprises dans 500^1 de PBS, puis la lecture a ete effectuee 

avec un cytometre en flux (Beckman Coulter® EPICS®). 

Les r6sultats obtenus montrent que plus de 30% des cellules de cette lignee 
cellulaire contiennent du NGF en intracytc^lasmique. 

Une telle methode est applicable avec des cellules tumorales isoiees d*\m 
30 echantillon biologique. 
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Exemple 7: Influence d^un anttcorps anti>NGF ct d^iin inhibteur 

pharmacologjane sur la croissance des cellules canc^reuses 

On a 6tudi6 TefFet de Tanticorps de blocage MAB-2S6 (supra) et de Tinhibiteur 

K-252a sur la croissance des cellules MCF-7. Pour ce faire, on a ensemenc6 les cellules 
5 raison de 2x10"* cellules/ml dans des boites de 35 mm dans du milieu complet. Apr6s 

avoir atteint 40% de confluence, on a lav6 les cellules k deux reprises et on les a 

laiss^es sans nutriments dans un milieu d6nu6 de s^rum contenant de la fibronectine 

(2 |ig/ml) et de transferrine (30 |xg/ml) pendant 3 h. L'heure d'aprds, on a remplac6 le 

milieu par 2 ml du mSme milieu contenant Tinhibiteur K-2S2a ou Tanticoips MAB-26 
10 k diffdrentes concentrations afin d'dtudier Teffet de Tinhibiteur pharmacologique ou de 

Tinhibiteur de blocage sur le niveau basal de croissance. 

Apr^s 24, 36, 48 et 72 h de traitement, on a determine le nombre de cellules 

apr^s trypsinisation de la culture monocouche avec une solution de 0,25% 

trypsine/EDTA en utilisant un hemocytom^tre. 
15 On a ^galement utilise im anticorps monoclonal anti-souris (A4700, SIGMA), 

c'est-^-dire non pertinent, pour d6terminer la specificite de Tanticorps de blocage. 
Les r^sultats sont indiques sur la figure 4 sur laquelle : 

- la figure 4A montre que la croissance des cellules MCF-7 en milieu de base (carr^) 

diminue en presence d'anticorps (triangles) et d'inhibiteur (losanges), 
20 - les figures 4B et 4C montrent qu'il y a un efFet dose de Tanticorps et de Tinhibiteur, 

respectivement, sur Teffet proliferatif du NGF pour les cellules canc6%uses. 
Le NGF pent done bien 6tre utilise k titre de cible therapeutique. 

Exemple 8 ; Effet des anticorps anti-NGF sur la tumorigtofese des cellules 

mammaires in vivo 

25 On a etudi6 la croissance des cellules de cancer du sein MDA-MB-231 comme 

suit : 

On a effectu6 une injection sous-cutante dans le flanc de 30 souris SCID 
(Severe Combined Immuno-Deficience) au temps 0 (JO) de 3x10^ cellules MDA-MB- 
231, issues de cultures in vitrOy dans 50 microlitres de PBS par souris. On a maintenu 
30 les souris en conditions standard d'^levage k temp^ture ambiante, avec une altemace 
jour/nuit et accds sans limitation k la boisson et k la nourriture. 
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QuatOTze , 21 et 28 jours aprds injection des cellules, on a inject^ chez la moiti6 
des souris des anticorps bloquant anti-NGF humains (Oncogene Research Product, 
VWR France) en p6riph6rie de la tumeur (sous-cutan6 au niveau du flanc ^ 1 cm du 
point d'injection des cellules tumorales) k la concentration de 12,5 microgranunes dans 
5 50 microlitres de tampon PBS par souris. 

On a mesur6 la taille des tumeurs, sur les souris vivantes, trait6es ou non par 
Tanticorps anti-NGF, avec un pieds k coulisse 61ectromque 21 et 35 jours apres 
rinjection des cellules canc^euses (J21 et J35, respectivement). Le volimie de la 
tumeur a 6t€ calculi avec la formule suivante: 0,S236xlongueur (mm)xlargeur 
10 (mm)x(longueur+largeur)/2. 

On a ^galement mesur6 le poids des tumeurs & J35 sur ces m€mes souris, apres 
sacrifice de Tanimal, k I'aide d'une balance de precision 61ectronique. 

On a enfin compt6 macroscopiquement le nombre de metastases sur leur foie. 

Les r6sultats respectifs des mesures ci-dessus (moyenne) sont indiqu6s sur les 
15 graphes de la figure 5 ou Thistogramme raye correspond aux souris non trait^es par 
Tanticorps anti-NGF (controles) et Thistogramme non rempli correspond aux souris 
trait^es par ledit anticoxps. 

Ces graphes mettent en Evidence que les traitements par un anti-NGF entraine 
une diminution de la masse et du volume tumoraux, ainsi que le nombre de metastases 
20 dans le cadre du cancer du sein. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 de diagnostic in vitro du cancer du sein, caract6ris6 en ce quHl 
5 consiste k d6terminer la pr6sence de NGF dans un 6chantillon biologique issu d'un 

patient suspect6 d'6tre atteint du cancer du sein. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la pr6sence de NGF est 
mise en 6vidence par detection directe du NGF dans ledit echantillon biologique. 

10 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que la d6tection du NGF 
est mise en oeuvre par un test immunologique ou par spectrom6trie de masse, 

4. Proc6d6 selon Tune des revendications 2 ou 3, caract6rise en ce que ledit 
15 6chantillon biologique est constitu6 de fluide biologique ou d*un tissu provenant de la 

biopsie de la tumeur ou de metastases. 

5. Proc6d6 selon la revendication 4, caract6ris6 en ce que Ttehantillon 
biologique est constitu6 d'un tissu provmant de la biopsie de la tumeur ou des 

20 metastases du patient. 

6. Proced6 selon la revendication 4, caract6ris6 en ce que r6chantillon 
biologique est constitu6 de fluide biologique, de preference pr6alablement trait6 pour 
isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans ledit fluide. 

25 

7. Proc6d6 selon la revendication 6, caracteris6 en ce que les cellules tumorales 
circulantes sont ensuite cultivtes en conditions telles qu*elles s^Stent du NGF. 

8. Proced6 selon Tune des revendications 6 ou 7, caract6ris6 en ce que les 
30 cellules tumorales circulantes sont 6galement cultiv6es dans des conditions permettant 

le blocage du NGF k rint6rieur desdites cellules. 
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9. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la d6tection de NGF 
est mise en Evidence par culture, en presence dudU 6chantillon biologique, de cellules 
sensiblesauNGF. 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que ledit 6chantillon 
biologique est constitu6 d'un 6chantillon de fluide biologique, de preference 
pr6alablement trait6 pour isoler les cellules tumorales circulantes contenues dans ledit 
fluide. 

11. Proc6d6 selon la revendication 10, caract6ris6 ai ce que les cellules 
tumorales circulantes sont ensuite cultiv6es en conditions telles qu'elles s6cr6tent du 
NGF. 

12. Proc6de selon la revraidication 1, caract6ris6 en ce que la detection de NGF 
est mise en 6vidence par detection de I'ARNm du NGF dans ledit 6chantillon 
biologique. 

13. Pioc6d6 selon la revendication 12, caract6ris6 en ce que ledit 6chantillon 
biologique est constitu6 d'un 6chantillon de fluide biologique ou d'un tissu provenant 
de la biopsie de la tumeur ou des metastases du patient 

14. Proc6d6 selon la revendication 13, caracteris6 en ce que l'6chantillon 
biologique est constitue d'un tissu provenant de la biopsie de la tumeur ou des 
metastases du patioit. 

15. Procede selon la revendication 13, caract6ris6 en ce que I'^chantillon 
biologique est constitue de fluide biologique, de preference prealablement traite pour 
isoler les cellules tumorales circulantes contomes dans ledit fluide. 



wo 2004/040312 



tT/FR2003/003193 



29 

16. Utilisation du pioc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 & IS 
dans le diagnostic pr6coce, le d^istage, le suivi thdrapeutique, le pronostic et le 
diagnostic des rechutes dans le cadre du cancer du sein. 

5 17. Utilisation d'un partenaire de liaison du NGF ou d'un inhibiteur du NGF 

pour la preparation d'un medicament, 6tant entendu que, dans le cadre du cancer, les 
partenaires de liaison du NGF ne sont pas des r6cepteurs pour le NGF ou des fragments 
actifs de ces rScepteurs. 

10 18. Utilisation selon la revendication 17, caracteris^e en ce que le medicament 

est utile pour bloquer iadite proliferation des cellules du cancer du sein et la 
dissemination k distance chez les patients atteints du cancer du sein. 

19. Utilisation selon I'xme des revendications 17 ou 18, caracterisee en ce que le 
15 partenaire de liaison du NGF est un anticorps anti-NGF. 

20. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 17 ^ 19, caracterise en 
ce que ledit partenaire de liaison du NGF ou ledit inhibiteur du NGF a ete 
prealablement mis en conditions telles quMl pendtre specifiquement dans les cellules 

20 d*inter6t. 

21. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend k titre de 
principe actif au moins tm partenaire de liaison du NGF ou un inhibiteur du NGF, 
eventuellement en association avec un excipient pharmaceutiquement acceptable, etant 

25 entendu que, dans le cadre du cancer, les partenaires de liaison du NGF ne sont pas des 
recepteurs pour le NGF ou des fragments actifs de ces recepteurs. 

22. Methode de traitement du cancer du sein qui comprend radministration, k 
un patient, d'une dose efiicace d'un partenaire de liaison du NGF ou d*un inhibiteur du 

30 NGF. 
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